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Arbovirusne infekcije:

» Emergentne ili re—emergentne ;

» kao novootkrivene, ili

» one kod kojih se nedavno znatno povecala ucestalost pojavljivanja, 1li
» prosirio geografski, vektorski ili domacinski obim

» 70 godina/400 emergentnih ili re — emergentnih bolesti

» 70 % zoonoze, koje prenose razni vektori

» veliku grupu ¢ine arbovirusne infekcije — klasifikovane prema
prenosnicima, zglavkarima




Arbovirusne infekcije:

» 500 razlicitih virusa / 80 patogeno za ljude

v

Togaviridae — Alphavirus (virus cikungunja...) i Rubivirus

v

Flaviviridae - Flavivirus (virus Zute groznice, virus Zapadnog Nila, Usutu
virus, virus Zika, virus denga), Pestivirus, Hepacivirus

v

Bunyaviridae - Bunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus, Hantavirus,
Tospovirus

Reoviridae — Orthoreovirus, Obivirus, Rotavirus, Coltivirus.....

>




Grada i umnoZavanje Alphavirusa

» 45 — 75 nm, kuglasti

» jednolancana (+) RNK

» dvoslojna lipidna ovojnica, glikoproteinski izdanci E1,
E2, E3 — za odredivanje pojedinih tipova virusa

» ulazi u Celiyju endocitozom

» stapanje virusne Celije s opnom endozoma

» oslobadanje kapside 1 genoma u citoplazmu

» vezivanje za ribozome

» replikacija — spajanje ranih 1 kasnih proteina

» pupljenje kroz citoplazmatsku opnu




Grada i umnoZavanje Flavivirusa:

» 40 — 50 nm, kuglasti, obavijeni virusi

» jednolancana (+) RNK

» tri strukturna proteina: C, M, E

» glikoprotein E — adsorpcija na ¢eliju, epitopi za
neutralizaciju I inhibiciju hemaglutinacije

» glikoproteini C I M — bez znacajne uloge u patogenezi i
klasifikaciji

» razlika izmedu Alphavirusa I Flavivirusa — grada
genoma




Struktura i bioloSka svojstva Zika virusa:

» dve genetske linije ZIKV (africka 1 azijska)
» africka — slabije virulencije

» E- protein vrlo sliCan onom u neurovirulentnom virusu
Zapadnog Nila, ostali proteini pokazuju sli¢nost s
proteinima virusa denga

» struktura ostaje oCuvana na 40° C

» kompaktna povrSinska struktura — Sposobnost
preZivljavanja u nepovoljnoj okolini

» Inaktivacija:70% etanol, 1% hipohlorit, temp. >60° C

» osuSen u okolini zadrzava infektivnost duze od 3 dana




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

» Direktne metode:
1zolovanje virusa
molekularna dijagnostika
detektovanje virusnih antigena

» Indirektne metode:

seroloska dijagnostika




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

» Izolovanje virusa: - krv
- cerebrospinalni likvor (CSL)
- zglobna te¢nost
- postmortalno dobijeni uzorci tkiva

- Ljudi predstavljaju slu¢ajne domacine s kratkotrajnom

viremijom 1 niskim nivoom virusa $§to umanjuje
uspesnost 1zolovanja, osim virusa zute groznice, virusa
denga 1 ¢ikungunja virusa




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

» Seroloski postupci:

- Imunoenzimni test
(ELISA; enzyme-linked immunoserbent assay)

- Indirektni imunofluorescentni test
(IFA; indirect immunofluorescence assay)




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

» Neutralizacioni testovi:
- virus neutralizacioni test — VNT
- neutralizacioni test redukcije plakova

(PRNT; plaque-reduction neutralization test)

- test Inhibicije hemaglutinacije




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

» IgM antitela se pojavljuju u serumu 3-8 dana nakon
pocetka bolesti 1 opstaju 30-90 dana, kod VZN i1 do 500
dana

» Cetvorostruki porast titra u parnim uzorcima seruma
dodatni je laboratorijski dokaz infekcije

» neutralizaciona antitela su specificna za serotip 1
opstaju u serumu mnogo godina nakon prebolele
infekcije, ponekad dozivotno

» dodatni test za potvrdu akutne/nedavne infekcije koristi
se odredivanje aviditeta IgG antitela




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

Serologija Trajanje testa | Osetljivost Specifi¢nost

ELISA 3-4 sata visoka niska
IFA 2-3 sata umerena umerena
Neutralizacioni 4-7 dana umerena visoka
testovi

Inhibicija 2-4 sata niska umerena

hemaglutinacije




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

» Molekularna dijagnostika:
- klasi¢ni RT-PCR (engl; reverse-transcriptase
polymerase chain reaction)

- RT-PCR u stvarnom vremenu
~ veca osetljivost 1 specifiCnost
~ kvantitativno odredivanje broja kopija
~ manja mogucnost kontam. uzorka




Dijagnostika arbovirusnih infekcija:

Detekcija virusa | Trajanje testa Osetljivost

Izolacija virusa 1-7 dana visoka visoka
RT-PCR 2-4 sata visoka visoka
Detektovanje 3-5 sati umerena visoka
antigena (ELISA)

Elektronska 30 minuta niska visoka

mikroskopija




Dijagnostika virusne infekcije Zika:

» ZIKV/RNK : u krvi, urinu, pljuvacki, semeno;j
teCnosti, plodnoj vodi, tkivu posteljice, tkivu mozga

» 1zolacija virusa: ¢elijska kultura Vero — citopatski
ucCinak u obliku vakuolizacije citoplazme, zariSne
degeneracije 1 piknoze

» molekularna dijagnostika — “pan-flavi” pocetnice,
specifiCne pocetnice

» seroloske reakcije; ELISA, IFA, neutralizacioni test

» ukrStene reakcije: prebolelt DENV




Dijagnostika virusne infekcije Zika:

» ECDC, kriterijumi za lab. dijagnostiku ZIKV:

» a) verovatna infekcija: ZIKV IgM antitela uz epidemiolosku
poveznicu — kontakt s potvrdenim slucajem, boravak u
podrucju s dokazanom transmisijom virusa unutar 2 ned., pre
pocetka simptoma;

» b) potvrdena infekcija: prisutnost ZIKV RNK u serumu il

drugim uzorcima (pljuvacka, urin, tkiva) ili ZIKV IgM antitela
te ZIKV PRNT titar > 20 ili ZIKV PRNT > 4 puta u odnosu na
titar drugih flavivirusa




Dijagnostika infekcije virusom denga:

» DENV: serum, plazma, mononuklearne stanice

periferne krvi

» Izolovanje virusa: ¢elyske linije d
— ne 1zaziva citopatski ucinak, do

obijene 1z komarca
kazuje metodom IF

pomocu serotip specificnith mono!

» Molekularne metode — veca osetl;

Klonskih antitela

1vost 80 — 100%



Dijagnostika infekcije virusom Zapadnog Nila:

» VZN: u krvi, CSL, postmortalno dobijena tkiva

» Izolovanje virusa: Vero celije (Celijska kultura bubrega africkog majmuna)
| bubrega zeca

» RT — PCR metoda izbora >50 kopija virusne RNK/ml, 1000 puta osetljivije
od izolacije virusa

» seroloSka dijagnostika: ELISA, IFA, neutralizacioni testovi

» IgM antitela — od 4. do 7. dana bolesti, mogu opstati duze od godinu dana
» nalaz IgM antitela u CSL- dijagnosticki znacajan (200 dana)

» opstajanje IgM antitela + niska vrednost aviditeta IgG antitela = nedavna
VZN infekcija




Dijagnostika virusa Zapadnog Nila u tkivu
komarca:

» Sakupljanje uzoraka, prevoz i skladiStenje pulova
komaraca na odgovarajuci nacin:

- transport: temp. +4 do +8
- skladistenje: temp. +2 do -8 / 12 sati
- zamrzavanje -20 do -80 do analize uzoraka

- 1zolovanje 1 identifikacija virusne nukleinske kiseline
pomocu “in house” testnih protokola ili komercijalnih
dijagnosti¢kih kompleta




Zakljucak:

» Koordinisano multidisciplinarno pracenje

“ Kontrola aktivnosti virusa u vektorima te domacim i
diviljim zZivotinjama na odredenom podrucju je vrio
vazna jer donekle omogucuje predvidanje viemena
pojavijivanja bolesti kod ljudi.”




